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54. Miniaturized flow thermocycler 

57. The invention relates to a miniaturized flow thermocycler for 
performing thermally controlled biochemical and molecular-biologic 
processes, respectively, in particular of polymerase chain reactions. It is the 
object of invention to provide a miniaturized thermocycler which is adapted 
to carry out more effectively in particular the method of the polymerase- 
chain reaction, to evade the problem of parasitic heat capacities and which 
can be manufactured cost-effectively and in series. The object is 
inventionally realized in that a sample receiving range (1) is designed 
meander shaped multifold wound in a plane, wherein the sample receiving 
range (1) is formed by indentations provided in a wall, said indentations 
being closed by a cover and respective comparable sections of indentations 
are alternatingly captured by spaced apart heating zones (2) and cooling 
zones (3). 



Jl 




@ BUNDESREPUBLIK ®> Patentschrift 

DEUTSCHLAND ^ Q £ 4435107 CI 



® 



(g) Int. CI. 9 : 

C12M 1/38 

C 12 P 19/34 














o 


AI/tonTftirhfln * 


P 44 35 107 0-41 


■ ^ 


Anmeldetag: 


30. 9.94 


O 


Offenlegungstag: 




Lft 


Veroffentlichungstag 




CO 


der Patenterteilung: 


4. 4. 96 








UJ 






Q 



DEUTSCHES 
PATENTAMT 



Innerhalb von 3 Monaten nach Veroffentlichung der Erteilung kann Einspruch erhoben werden 



(73) Patentinhaber: 

Biometra biomedizinische Analytik GmbH, 37079 
Gottingen, DE; Institut fur Physikalische 
Hochtechnologie eV, 07743 Jena, DE 

(74) Vertreter: 

R. Pfeiffer und Kollegen, 07743 Jena 



(54) Miniaturisierter FluG-Thermocycler 

(57) Die Erfindung betrifft einen miniaturisierten FluS-Thermo- 
cycler zur Durchfuhrung von thermisch kontrollierten, bio- 
chemischen bzw. molekularbiologischen Prozessen, insbe- 
sondere von Polymerase-Ketten-Reaktionen. Die Aufgabe 
der Erfindung, einen miniaturisierten Thermocycler anzuge- 
ben, der insbesondere das Verfahren der Polymerase-Ket- 
ten-Reaktion effektiver durchfiihren laEt, der das Problem 
parasitarer Warmekapazitaten umgaht und der sich kosten- 
unstig und sen'enmaBig herstefJen taSt, wird erfindungsge- 
maS dadurch gelost, dafi ein Probenaufnahmebereich (1) in 
oiner Ebane mehrfach maanderformig gewunden ausgefuhrt 
ist, wobei der Probenaufnahmebereich (1) durch in eine 
Wandung eingebrachte Graben gebildet ist, die durch eine 
Abdeckung verschlossen, und jeweils vergleichbare Graben- 
abschnitte von voneinander beabstandet angeordneten 
Heizzonen (2) und Kuhlzonen (3) alternierend erfafit sind. 
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Die Erfindung betrifft einen miniaturisierten FluB- 
Thermocycler, der bei thermisch zu kontrollierenden, 
biochemischen bzw. molekularbiologischen Prozessen, 
insbesondere beim Verfahren der sogenannten Polyme- 
rase-Ketten-Reaktion, bei dem aus einem Gemisch von 
DNA-Sequenzen bestimmte Sequenzen vervielfacht 
werden, Anwendung findet 

Bei der Durchfiihrung von thermisch kontrollierten, 
biochemischen bzw. molekularbiologischen Prozessen 
sind haufig ProzeBschritte mit unterschiedlicher Tem- 
peraturbeaufschlagung erforderlich. Von besonderer 
Bedeutung sind solche wechselnden Temperaturbeauf- 
schlagringen bei der sogenannten Polymerase-Ketten- 
Reaktion. 

Das Verfahren der Polymerase- Ketten-Reaktion ist 
in den letzten Jahren zur Vervielfachung bestimmter 
DNA-Sequenzen entwickelt worden und in seinen 
Grundsatzen von Darnell, J.; Lodish, H.; Baltimore, D. in 
"Molekulare Zellbiologie, Walter de Gruyter, Berlin- 
New York 1994, S. 256/257" ausgefuhrt Unter anderem 
ist bei diesem Verfahren wesentlich, daB Gemische aus 
DNA-Sequenzen einer definierten Temperaturwechsel- 
behandiung unterworfen werden. Dazu finden stationa- 
re Probenbehandlungsapparaturen Verwendung, bei 
denen die entsprechenden Proben in Probenkammern 
eingegeben und periodisch einem Wann-Kalt-Tempera- 
turzyklus unterworfen werden, wobei sich je nach defi- 
niert vorgegebenen Primern die jeweils gewiinschten 
DNA-Sequenzen vervielfachen. Die Effektivitat bislang 
bekannter Probenkammern wird dabei als nicht ausrei- 
chend angesehen. Aus diesem Grund ist in jiingster Zeit 
eine miniaturisierte Probenkammer vorgeschlagen wor- 
den (Northrup et aU DNA Amplification with Microfa- 
bricated reaction chamber, 7th International Coheren- 
ce on Solid State Sensors and Actuators, Proc. Transdu- 
cers 1993, S. 924-26), die eine vierfach schnellere Ver- 
vielfachung gewunschter DNA-Sequenzen gegeniiber 
bekannten Anordnungen ermoglicht Diese bis zu 50 u.1 
Probenflussigkeit aufnehmende Probenkammer besteht 
aus einer strukturierten Siliziumzelle mit einer Langs- 
ausdehnung in der GroBenordnung von 10 mm, welche 
in einer Probenangriffsrichtung von einer diinnen Mem- 
bran abgeschlossen ist, uber die die entsprechende Tem- 
peraturbeaufschlagung mittels miniaturisierter Heizele- 
mente erfolgt Auch bei dieser Vorrichtung wird die zu 
vervielfachende DNA-Sequenz iiber Mikrokanale in die 
Kammer eingebracht, einer Polymerase- Ketten-Reak- 
tion unterworfen und anschlieQend wieder abgezogen. 
Trotz der mit dieser Vorrichtung erzielten Vorteile haf- 
tet ihr im wesentlichen der Nachteii an, daB auch diese 
Probenkammer als Ganzes beheizt und gekuhlt werden 
muB, womit sich nur begrenzte Tempera turwechselra- 
ten erreichen lassen. Insbesondere bei weiterer Redu- 
zierung der ProbengroBe fallt dabei die parasitare War- 
mekapazitat der Probenkammer und ggf. eines notwen- 
digen Temperierblocks gegeniiber der Probenflussig- 
keit immer starker ins Gewicht, so daB die prinzipiell bei 
kleinen Fliissigkeitsvolumina denkbaren hohen Tempe- 
raturwechselraten nicht erreicht werden konnen, wo- 
durch die Effektivitat des Verfahrens relativ gering 
bleibt Dariiber hinaus ist zwecks Erreichung jeweils 
konstanter Temperaturregimes fur die Probenflussig- 
keit ein relativ aufwendiger Steuer- und Regelaufwand 
erforderlich, wobei die erbrachte Heiz- bzw. KMllei- 
stung im wesentlichen nicht in der Probenflussigkeit, 
sondern in den sie umgebenden Baugruppen verbraucht 



wird. 

Desweiteren ist aus US-PS 5,270,183 ein im Durch- 
fluBprinzip arbeitender Thermocycler bekannt gewor- 
den. Bei dem die zu amplifizierende Probenflussigkeit 
5 durch eine Rohrleitung geschickt wird, welche nachein- 
ander um mehrere, auf unterschiedlichen Temperaturen 
gehaltene Zylinder ein oder mehrfach aufgewickelt ist 
Grundsatzlich sind mit einer solchen Ausbildung auch 
relativ kleine Probenmengen, bis herunter zu ca. 25 ul, 
io amplifizierbar. Eine derartige Vorrichtung ist in ihrer 
Handhabung jedoch recht unpraktikabel und erfordert 
eine hohe Kunstfertigkeit vom Geratehersteller, so daB 
sie fur eine Serienfertigung ganzlich ungeeignet ist 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen mi- 
ls niaturisierten Thermocycler anzugeben, der thermisch 
kontrollierte, biochemische bzw. molekularbiologische 
Prozesse, insbesondere das Verfahren der Polymerase- 
Ketten-Reaktion, effektiver als nach dem Stand der 
Technik durchfiihren IaBt, der das Problem parasitarer 
20 Warmekapazitaten umgeht und der sich kostengiinstig 
herstellen IaBt 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch das Kenn- 
zeichen des Paten tanspruchs 1 gelost Der Erfindung 
liegt der Gedanke zugrunde, aus der sogenannten Mi- 
25 krosystemtechnik bekannte Strukturierungstechnolo- 
gien anzuwenden, um eine Probenaufnahmekammer zu 
schaffen, die eine dynamische Probenbehandlung auch 
sehr kleiner Mengen, z. T. sehr teurer, Materialien, er- 
moglicht 

30 Durch die erfindungsgemaBe Gestaltung des Proben- 
aufnahmebereiches ist weiterhin gewahrleistet, daB die 
in jeweils vorgesehenen Heiz- und Kuhlzonen gerade 
einer Behandlung unterworfenen Probenteilvolumina 
einen homogenen Temperaturdurchsatz erfahren, was 

35 ebenfails eine Ausbeuteerhohung der zu amplifizieren- 
den Substanz bewirkt Weiterhin wird durch den anord- 
nungsbedingten Wegfall von Heiz- und Kuhlprozessen 
der Wandungsmaterialien und die drastische Minimie- 
rung parasitarer Warmekapazitaten und Warmeeinflus- 

40 se nicht nur ein erheblich geringerer Steuer- und Rege- 
laufwand erforderlich, sondern der GesamtprozeB- 
durchlauf erfahrt auch eine wesentliche Zeitverkiirzung. 
Dabei braucht jeweils nur soviel Heiz- und Kuhlleistung 
eingespeist zu werden, wie im Probenfliissigkeitsstrom 

45 transportiert wird Dariiber hinaus ermoglicht die erfin- 
dungsgemaBe Thermocyclerausbildung nicht nur eine 
kontinuierliche ProzeBftihrung, sondern auch einen se- 
riellen Betrieb, indem unterschiedliche Substanzen 
nacheinander dem Thermocycler zufiihrbar sind, ohne 

50 daB es zu storenden Vermischungen mit der noch in der 
Anordnung befindlichen Probe kommen wurde, was 
sich problemlos durch Einbringung eines kleinen Gas- 
puffervolumens bewerkstelligen IaBt Alle genannten 
Vorteile gewahrleisten ebenso, daB das Verfahren der 

55 Polymerase- Ketten-Reaktion automatisiert durchge- 
fuhrt werden kann. Weiterhin ergibt sich eine leichte 
Kombinierbarkeit mit anderen Verfahren, wie z. B. der 
Mikro-Gei-Elektrophorese, Mikro-Kapillar-Chromato- 
grafie und anderen Mikro-Trenn- und Charakterisie- 

eo mngsverfahren. 

Zur naheren Illustration der Erfindung sollen nachfol- 
gende Ausfuhrungsbeispiele dienen. Es zeigen: 

Fig. 1 eine Draufsicht auf eine erfindungsgemaBe 
Probenkammer, bei der ein Probenflussigkeitsweg 

65 durch mikrostrukturierte FIuBwege gebildet ist und 

Fig. 2 einen seitlichen Schnitt durch eine Probenkam- 
mer gemaB Fig. 1. 

In Fig. 1 ist eine erfindungsgemaBe Probenkammer, 
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bei der ein Probenfliissigkeitsweg durch mikrostruktu- 
rierte FluBwege gebildet ist, schematised dargestellL 
Fig. 2 zeigt diese Ausbildung nicht maBstablich im seitli- 
chen Schnitt Bei dieser Ausfiihrungsform sind in eine ca. 
10*15 mm groBe und 500 u.m dicke Platte 10, aus Silizi- 5 
urn oder Glas bestehend, Graben 8, die im Beispiel par- 
allel ausgefuhrt sind, durch naflchemisches Atzen einge- 
bracht. Ebenso konnen statt genannter Graben 8 auch 
vollstandige Durchbriiche vorgesehen sein, wobei der 
verbleibende Rahmen dann einseitig ganzflachig mit ei- 10 
ner geschlossenen Platte zu verschlieBen ware. Die of- 
fen liegenden Grabenbereiche werden im Beispiel im 
weiteren von einer Abdeckung 9, die die Baugruppen 
oberhalb einer Achse X-X, wie in Fig, 4 dargestellt um- 
faBt, verschlossen. Die Abdeckung 9 ist dabei in erf in- 15 
dungsgemaBer Weise aus einem Siliziumplattchen ge- 
bildet, in das im Beispiel zwei thermisch isolierende 
Kehlungen 12 eingebracht sind Diese Kehlungen 12 
biiden an ihrer Basis einen membranartigen AbschluB 
13, der die Grabenbereiche, die die Verweilzonen der 20 
Probenfliissigkeit zwischen Heiz- und fCiihlzonen bii- 
den, abdeckt und ca. 1 \im dick ist In der Fig. 2 ist der 
mittlere Siliziumsteg mit einem Dunnschichtheizet- 
ement 15 versehen, mitteis dessen die Probenaufhei- 
zung an der gegenuberliegenden Stegbasis realisiert 25 
wird. Ober die im Beispiel verbleibenden zwei auBeren 
Siliziumstege wird jeweils eine thermostatisierte, nicht 
naher dargestellte Kiihlung vorgenommen. Ein durch- 
gangiger ProbenfluB ist im Beispiel durch in die Abdek- 
kung 9 eingebrachte Oberbriickungskanaie 11 gewahr- 30 
leistet, die wechselseitig Einzelgrabenanfange mit den 
jeweils benachbarten Einzelgrabenenden verbinden. Er- 
forderliche Zu- und Ablaufe sind entweder in der Platte 
10 (wie in Fig. 1 angedeutet) oder die Abdeckung 9 ein- 
bringbar. Die beschriebene Gesamtvorrichtung ist im 35 
Beispiel mit einem Trager 16 versehen, der aus einem 
Glas mit niedriger Warmeleitfahigkeit gefertigt ist Im 
Beispiel sind den Einzelgraben 8 Grabenbreiten von 
500 nm und Grabenlangen von etwas unter 100 mm bei 
Grabentiefen von 400 u.m gegeben, wodurch sich inclu- 40 
sive der Wege fur die Oberbriickungskanaie eine Ge- 
samtgrabenlange von 0,4 m ergibt Dabei sind sinnvol- 
lerweise Probenvolumina von ca. 10 bis 200 uJ in den 
FluB-Thermocycler einbringbar, was bisher Qblichen 
Probenmengen entspricht Da durch die angegebenen 45 
Grabendimensionierungen die Moglichkeiten der Mi- 
krolithografie bei weitem noch nicht ausgeschopft sind, 
sind fur gewiinschte Anwendungsfalle auch Dimensio- 
nierungen bereits heute herstellbar, die die Einbringung 
eines Probenvolumens in der GroSenordnung von 0,1 u.1 50 
zulassen wiirdert 

Mit dem zu Fig. 1 und 2 gehorigen Ausfiihrungsbei- 
spiel sind bei moglichen FluBraten von ca. 0,1 jil/s, bei 
Probenverweilzeiten in den Heizzonenbereichen von 
ca. 20 sec, in den Kuhlzonenbereichen von 30 sec und in 55 
den dazwischenliegenden Zonen von 10 sec, bei einer 
Einzelgrabenanzahl von 40, Gesamtdurchlaufzeiten zur 
Amplifizierung mit maximal moglicher Ausbeute von 
40 min erreichbar, was eine deutliche Reduzierung un- 
ter die bisher bekannt gewordenen geringsten Zeiten so 
bei gleichzeitig erh&hter Ausbeute bedeutet 

In diesem Beispiel kann die Heizzone im Rahmen der 
Erfindung so ausgebildet sein, daB sie in zwei Teilberei- 
che derart aufgeteilt ist daB in FluBrichtung eine erste 
Heizzone von bspw. 4 mm Breite entsteht an die sich 65 
eine nicht dargestellte thermische Isoiationszone von 
1 mm und daran eine zweite Heizzone mit 2 mm Aus- 
dehnung anschlieBt Auf diese Weise ist genannte erste 



107 (# 

4 

Heizzone uber Einstellung einer entsprechenden Heiz- 
leistung mit einer Temperatur von 72° C und die zweite 
Heizzone mit einer Temperatur von 92° C beaufschlag- 
bar. An genannte zweite Heizzone konnte eine zweite 
thermische Isoiationszone von bspw. 1 mm Ausdehnung 
folgen, an die sich eine Kuhlzone von bspw. 3 mm Aus- 
dehnung anschlieBt die durch sekundare Kiihlung auf 
55° C gehalten wird. Ein derart ausgebildeter miniaturi- 
sierter Thermocycler ist besonders zur Durchfuhrung 
einer Polymerase-Kettenreaktion geeignet Dabei wird 
am Zulauf ein Gemisch aus Template, Nukleosidtri- 
phosphaten, Primern und taq- Polymerase in Pufferlo- 
sung appliziert, deren jeweilige Zusammensetzung ana- 
log zum bekannten Stand der Technik festgelegt wird. 
Die FluBrate wird auf ca. 8 u.l/min eingestellt, so daB die 
Verweilzeit je Periode etwa 1 Minute betragt. Davon 
entfallen auf genannte erste Heizzone 20 sec, 10 sec auf 
die zweite Heizzone, 15 sec auf die Kuhlzone und je- 
weils 5 sec auf die thermischen Isolationszonen. Zum 
Durchlauf des gesamten miniaturisierten Thermocyc- 
lers werden damit ca. 40 Minuten benotigt In dieser 
Zeit finden in einem Volumenelement von 2 u,l vierzig 
Ampliftkationszyklen statt Bei einer Verlangerung auf 
44 Minuten (10°/o Zeitverlangerung) werden 34 (il am- 
plifiziert 

Die erfindungsgemaBe Probenkammer laBt sich pro- 
blemlos einer Serienfertigung zufiihren und ist kosten- 
glinstig, bei gleichzeitig groBer Vielfait unterschiedli- 
cher Probenkammergeometrien hersteilbar, so daB eine 
Anpassung fiir variierende Anwendungsfalle keine wei- 
teren Schwierigkeiten mit sich bringt. 

Bezugszeichenliste 

1 Probenaufnahmebereich 

2 Heizzone 

3 fCuhlzone 

6 Zulauf 

7 Ablauf 

8 Graben 

9 Abdeckung 

10 Silizium- oder Glasplattchen 

11 Oberbriickungskanaie 

12 isolierende Kehlung 

13 membranartiger AbschluB 

14 Siliziumsteg 

15 Duunschichtheizelement 

16 Trager 
X-X Achse 

Patentanspriiche 

1. Miniaturisierter FluB-Thermocycler, einen Pro- 
benaufnahmebereich (1) zur Aufnahme und Durch- 
leitung von flussigen Medien und wenigstens je ei- 
ne Heizzone (2) und eine Kuhlzone (3) beinhaltend, 
die in thermischem FContakt zum Probenaufnahme- 
bereich stehen, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Probenaufnahmebereich (1) in einer Ebene mehr- 
fach maanderformig gewunden ausgefuhrt ist wo- 
bei der Probenaufnahmebereich (1) durch in eine 
Wandung eingebrachte Graben gebildet ist dir 
durch eine Abdeckung verschlossen, und Graben- 
abschnitte von voneinander beabstandet angeord- 
neten Heizzonen (2) und KiihJzonen (3) alternie- 
rend erfaBt sind. 

2. Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Wan- 
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dung durch ein Silizium- bzw. Glasplattchen (10) 
gebildet ist, in die die Graben (8) parallel eingeatzt 
sind, welche an ihren Enden untereinander durch 
Oberbriickungskanale (11), die vorzugsweise in ei- 
ne die Graben verschlieflende Abdeckung (9) ein- 5 
gebracht sind, in eine durchgehende Verbindung 
gebracht sind, wobei der durch die Graben (8) und 
die Oberbriickungskanale (11) gebildete Fluflweg 
von mindestens je einer Heizzone (2) und einer 
Kiihlzone (3) erfaBt ist 10 

3. Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB An- 
spruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB genannte 
Abdeckung (9) aus einem Siliziumplattchen gefer- 
tigt ist, dem probenfluBabseitig zwischen Heizzo- 
nen- und Kuhlzonenbereichen wenigstens eine 15 
thermisch isolierende Kehlung (12) gegeben ist, die 

in Richtung der Graben (8) einen membranartigen 
AbschluB (13) bildeL 

4. Miniaturisierter FluB -Thermo cycler gemaB ei- 
nem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 20 
kennzeichnet, daB genannte Heizzone(n) (2) oder 
Kuhlzone(n) (3) in ProbendurchfluBrichtung je- 
weils gleich lange ProbendurchfluBabschnitte er- 
fassen. 

5. Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB ei- 25 
nem der vorstehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB zumindest die Heizzone(n) (2) in 
voneinander beabstandete Bereiche aufteilbar ist 
(sind), die mit unterschiedlichen Temperaturen be- 
aufschlagbar sind. 30 
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